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の!泊先，転写効率や翻訳効率を向上させることなどが検列されている 11). もう まで情益するか， (2)細胞を過ちなfIl体に同定化して精益するか，によって大き
lつのアプローチとしては，制胞の噌舶に援するlI!jfl]よりも卜分長い1.1WJにわ く見なる.
たって動物細胞を尚街皮状態で情益し，有j日物質を継続的に産/1;.させるような /"¥イブリドーマなどの浮遊性細胞を懸濁状態のままで培益する場合，フィル
技術を隊立することである.このような技術の雌立は，たとえ細胞1'1体の明航 ター によるろ.iMI9，12，13)，~)J沈降1415)，述心分離16) などの分離法が開発されてい























(5) U的生出物が細胞外に分也、される場合， t121恥物と指1胞との分離が作封であ 物を|司定化するのにJIH 、られるクルタルアルデヒドやアクリルアミドは • 1J物
る. 細胞にとってイiWであるため，使JIは不適切とJ5・えられる.




また，動物細11胞は微'1:.物に比べて俄ぷm~1述肢が小さいため.1，t，'Æ:化 fl1体を り，これに対し，多孔刊の11体を)IJ~、る r，lõJ定化法は "passivc " な Jiil，といえる .
イi会)Jに利JIJ したWIW(や川定化111体内での尚iキnJt化が 111能になるとjりH.~ される20，21) .
したがって. r，l:'I:.lmへの'，e，JIjを与えると，動物細胞のいl応化1i"，'1をは，イj川物 ] ) ゲル包師法
釘'I._pt:をtrなうための動物細胞栴益法としてイI守!なJj訟で・あると辺、われる. ゲル包折ilは， lf:i分子ぷ材のゲルを形成する際に細胞を共イ子させることによ
なお. 1てにも述べたように，動物細胞はその'1:.(i様式から分けて. J庁長持峨 り，細胞をゲル内に包み込んで|山|応化するJj法である.ゲル包抗法にJlH、られ
に接治していないと'1:(iできない付活性細胞と，浮遊状態て'1，(iしれjる7'1-il'tl: る尚分子ぷ材としては，アガロースやアルギン酸などの海藻起源の多初!知が，
細胞との 2科郊のものがある.後-1?i・の代主的なものとしては，モノクローナル 温和な反応条件のドで11fHなm体内に細胞を包指できるため. Jぶく検けされて
抗体の'I~~r，:に JIH、られるハイプリドーマ22)や. J立伝子J栄作を地すことによりキ いる.
メラ抗体などの*Il換え抗体を生産するための約七として以近il:llされているミ t¥ilsonらお}は.加iMして的解したアガロースに細胞懸濁培地を加えてH-l{';-し，
エローマ2) か挙げられる . 本研究は，浮遊性調!日j包を対~として行なったものであ これをノマラフィンオイル'11で分散させてから冷却する ことにより，粒係 80-200




!I~J物刺l胞は. '1:， 1'i "I能な広i境条件 (温度. pH.イオン強位など)の，;'1・作純|沖|が Shiraiら24)は，細胞!部倒的地とアルギン椴ナ トリウム溶液を泌合したものを
放く，またAj:ヤ1:の物質に対してきわめて敏感で・ある.このため，動物細胞にj出iCaClz水締法-に尚ドすることによりハイブリドーマをアルギン円安カルシウムのゲ
川"1能なiAlhi:化訟は，微生物に比べると制限される.細胞が1，11定化11t体内でm ル純(-に I ，I，]).Ë化し . ゲル机 fをJ~ ~1~ Jf'j Jtl! lì~fi長槽に充填して無血i!?借地を川いた
航できかっイj川物質を庇生でーきるような温和なJj法でないと，千fJlJ物質!.I:，fを辿絞培益をむなった.ゲル内の'L細胞街皮は lλLQ7ceUs/cm3~c1 以上の Ifd官位
ねなうためのいJ)iご化指長i1-として用いることは不IJ能である.たとえば，微生に達し.40 r IIJ以上のモノクローナル抗体の生産が可能であった，Shiraiらは
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また，アルギン~ゲルに BHK(baby hamstcr kidncy)調IlJ包なと・の十J'li"件!IVJ物却l胞 ると，ゲル粒 fが倣地されることなく 1かHfIl以上のモノクローナル抗体の'1
を "t，l~化して 1-.<: }~j nIJ!氏長tlJ能なことや25}，ストロンチウムイオンやグルコース 庄がnJ能であったことを柑;りしている.
トリン般千}1I t、ることによりアルギン酸ゲルが強1，，1な状態のままLx}gj崎長かnJ Kamihiraら30)は，細川包tljtfiiのない光栄続性樹怖に細胞懸濁崎地をj結合したも
能なことを械??している26)， のを NaCl水j制使にj向ドして利子を形成させた後に，紫外線を!照射し先匁続性側
また. Lccらは.ある抑のハイプリドーマを1llCIfll?，ti 11也を川いてj手道懸凶状態肪を重合させることによか l'イブリドーマなどの動物細胞を包十月l，lJ定化でき
でj削をすると. IU1?lj' J点J也を使川した場合に比べて，細胞のモノクローナル抗体 ることを報??している.彼らはまた，光梨情性樹脂にアルギン酸を泌令するこ
のlト:，Pi:tが低卜.するのに対し，アルギン般カルシウムゲルにい|応化して収益を とによりハイブリッドゲルを調製する Jjr~や，光架橋性樹脂にゼラチン粉本を
わ-なうと， 1J1~ Ifl ?lf l:~: 1也を川いた場合でも制胞のモノクローナルliL休の小比例:が混合することにより多孔1"1:のゲル付子を凋製する万法も開発している.光免!:柿
安定にti付与されることを械?っしている 18) 彼らはまた，アルギン隙・カルシウム1"1:樹脂とアルギン般のハイブリッド‘ゲ‘ルにハイブリドーマを1，11応化し公j剣山13
ゲ.ルにハイブリドーマをlιli:化して培位すると， 1 ，t;1~化せずに防長した場合に相流動柑}~!!のバイオリアクターで~Jr'ý公を~fなうと. 50日間以上のモノクローナ
比べて細川包 IfII~あたりのモノクローナル抗体の11: 此1"1:が 3 似以 I:， I:~ くなったこ ル抗体の.ili続性J!'rが1I1iE:であったことが報作されている.
とを刊行している19) 以上に述べてきたように，ゲル包抗同定化法を用いると，ゲル牧子内で 1". 
i討imaら27)は，アルギン般カルシウムゲ・ル包抗法の制点である細胞の漏出や 10内 ccUscm3 以卜.の r~.:j~的立化と桃itLの簡 titなバイオリアクターによるイi川物質11 :
ゲル粒子の脆弱さを改持する日的で，アルギン椴ゲル利子をウレタンポリマー庄がnI能である.しかし細胞の'，1心i:化の操作が繁雑なものもあり，細胞を，t，1
で被泌するJj訟を問先した.このJii去は，まず細胞を1.'.1応化したアルギン般ゲ定化したゲル村.子の大:，('l:pNk ~~1の 1m先が今後必要となる .
ル牧子をウレタンプレポリマーに説法した後，フルオロカーボン'1'に移しアル
ギン円安ゲル村 rJミI(liの水とウレタンプレポリマーとを}j(_I.i:、させ，ゲル牧子のみ~ 2 マイクロカプセル法
IflIにウレタンポリマーの皮朕を形成させるものである.彼らは，このん訟によ 動物細胞を、1':透似のカプセルl付に封入して培養するのがマイクロカプセル法
りいlhi化したハイブリドーマを気液同 3.fl流動)Ivi)~'!のバイオリアクターをJln 、である.




ン椴 ・ポリアクリル般ゲル粒 jこに凶定化するJulを開発した.彼らは，ゲル牧マをこのようなカプセル内によJ人して防長すると，細胞はカプセル内で iト108
Fに [，~l応化した細胞を公液晶，j3相流動Jr!I)_t!のバイオリアクター をJlH、て府長す ceUs/cm3程伎のI;-rs軒!立となり，またカプセルを形成する膜の孔経が小さいため，






il;を開発した.彼らは，ハイブリドーマをカプセル内によJ人して LO"11 WJ.iの情養成境の制御技術の開発が今後の ，~unである.
川分J出， 1ををわ・なったが，細胞はカプセル内でj止 r:'~ Lλl07 cclls/cm1の術皮となり，
カプセル|付のモノクローナル抗体の濃度はカプセル外の政院の l仰に述したこ IJ ) 多孔性の知体を)IJ~ 、る |山|定化法
とを械(17している Jてに述べたゲ、ル包fi訟やマイクロカプセル法は，細胞を但体内に人為的に1，f;1定
マイクロカプセル法は，カプセル内での尚細胞常広化や'1:，Jl~，:物の抗私が nJ能化するいわゆる "ac t ivc" な 1 ，1，1i.i:化法である.これに対 し. Atkinsonら35)は.
な九で-位れた刀法で・ある.その反面，制胞の1，1定化の操作が組制iであり，細胞フィルムやフロックを形成する微生物を，球状に加工したステンレススチール
を封入したマイクロカプセルを大iItに調製するのに特別なプロセスか必'!2であワイヤーや立体制状構造をイiするポリウレタンフォーム (Fig.0.1 )などの多孔










性細胞の以必にも~川され， リアクター内でい 107cclls cm3科瓜の尚街l立培長
がIJ能であることが報公されている34). また. f'l (J~ ~I :.斤物の分 jtjdjこI.i::じて適 Fig. 0.1. Rcticulatc<.l polyurcthanc foam biomass support particJes (6 x 6入6mm
cubes; avcrage porc s包c，40 porcs per lincar inch) 
-10ー -11 -
tl:の担体村:f-に "passivc"に1，'.1応化するJj法を|泊先した.この1，'01定化法は，微11:.
物などの細胞がもっ同体ぷ1(liへの付お)Jあるいは結合)Jを利川し，そのl~{IW(過 Table 0.3. Typical rcportcu applications ()f biomassぉupportparticlcs (BSPs) 
科において細胞が多孔件.の村f内に自然に[，';1定化されるものである. Atkinson 
らは，これらの多孔性の 11!休村~r-を Biomass Support Particlcs (BSPsと略す).




















Organism BSPs Prouuct and application Rcfcrcncc 
A. Microbial cel 
Mixcd cullurc (acrobic) PUF Wastc trcatmcnt 
Mixcd culturc (anarobic) PUF Mcthanc 37) 
Esherichiαcoli SF Amylasc 
Sαcchαromyces cerevisiae SS & Ethanol 
&S，αcchαromyces uν'arum PEF 
Clostridiumαce(obutylicium NS Acctonc， butanol， 40) 
cthanol 
Trichodermαviride SS Ccllulasc 
Mucor αmbiguus PUF y-Linolc凶cacid 42) 
Rhizopus chinensis PUF Lipasc 17) 
Rhizopus arrhizus PUF Fumaric acid 
Ph α nero ιch α似αfe cllIυr戸;0フSJ.伊:po仰r叩i白山「江;um PUF しigninpcroxidasc 44) 
Penicillium chr) PUF Pcnicillin 45) 
Botryococuus hrαunll PUF Hyurocarbon 46) 
Thiohαcillus [errooxidans PUF Fcrrous iron oxidation 
B. Plant cel 
Capsicul1l [rutcscel1s PUF Capsaicin 48) 
Humulus lupulus PUF Hop f1avours 49) 
Coffea arahicαL. PUF Caffcinc 
PUF， polyurcthanc foam; SF、siliconcfoam; SS， stainless stcl; PEF， polyestcr 






















)1 ~、ると I fl体内で lO8ccls/cm1 .f'{)Jtの，:通常j主出金が達成て'さることが報公さ
れている.しかし. Vcrax 札のシステムはr~心i:化fl(体粒チがきわめて尚価である
点が問題である.
Yam吋iら55)はI J.のような付妹なfl l.体でなくとも安価なイいえ I~'~分子からなる
多孔質体のなかで・比較的孔任の小さいもの，すなわち千均孔符が30-100μmの
ポリビニルホルマール樹脂多孔質体を用いることにより I i字進料動物細胞の1，'，1
jご化がl可能であり，拘体内で l()1cclls/cm3 料瓜の r~:J街皮Iif長が作めにi主成でき





あるラットj位制i肝細胞のI，'ilí.t化にもI.í:.~m t可能であり 57). fl{体内で 107ccls cm3 











分地益を行なった. 細胞は光別W; ff;~分に 11日挺され，浮遊懸濁1j'11をに匹敵するモ










!f~J物調11胞の I，t，-I :J:化状必は， IJ!Uにおいて述べたようにI r~ IJ常j立j庁長やイj川物
自の効本的1:，庄が1能な動物損IJ包I市長法としての中制されている)j訟の ・つで
ある.このため 2館Iて'述べたようにH々 の川定化訟が検什されているが， 1，来
的には、川するには併決すべき;ぷ!lflが妓されているものが多い.また， !Ii)J物細胞
をI，'.A:化することにより現れる特性の把桜は，バイオリアクターの介JlH的，没，，'






















JS利子として用いるいlhi:化il:について， activc な 1 ，1， 1 定化法と passivc な "I，!~化法 発と府長引'1"'1'について述べる ， ~布，úにおいては，浮遊性動物細胞として，ハイ
のrlJI[!jから，同定化I針金の1高羽・件をUj]らかにするとともに， 工業的に応川 IJ能 ブリドーマ什裂の際の制IJ包括虫合のバートナーであり，またj品近泣い子主n換えの
な技術とすることをrI的に研究を行なったものである kU:としてJIH、られているミエローマを仙川した.
イ.:，;(tÌì文の内容の概~を以ド{こ述べる . 第3ì~では，、|ιl!:J イuぞが 30-100 umのボリビニルホルマール(PVF)樹脂多孔
本命文は2*<6 6 ~;;:からなる . 第 I~通では，アルギン俄カルシウムゲルによる 自体を細胞似~!H弘子としてJ1H 、るミエローマの判定化の I可能性を 111'Ij(i:ltfi 1主およ




リドーマを，血1，1!ì~!也および1!1~Jfl i'i 1白地を川いて的ij(i)f1長し， {t.~街度情益・の IIJ
能1"' 1:やモノクローナル抗体の比I I~政述皮におよぽす 1M定化の影特について検".J
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定化と1WI(l il'l' l;"i地を JIJ~ 、た杭・誌について検J し，バイオリアクターにおいても
長則にわたるI川市位以貨がIIJ能で・あることをぶした.
め5J';"~ とお 6tF は，細胞保持粒子に同定化したì:l.，Ì佐科動物細胞のWIÍlflに l;-1:1 
し.その特性の把Mを検社したものである . まず.当~ 5れでは. PVF樹脂多孔
質休の細胞~~.)判 Hこ 1.1，)定化したミエローマの ，'fPin . 振とう jì~'11去をれない. 1.'，1 
hi:化細胞の MTf(3-( 4，5-dimcthylthiazol-2ウ'1)-2，5-<Jiphcnyltctrazolium bromidc) 
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たってモノクローナル抗体の生産が口I能で・あったことを柑作している-)j， 1先l也では， これに LI ・ JJ合 9~1(17，'Jを 100mVl添加した.無血?l'f!白地としては，
アルギン般ゲルへの包1.[;i1~ は， Wl定化の操作が簡Iitであるため，イj川物質I.yr: ITES7) (インスリン (Novo)，10 mι1 ;トランスフェリン (Sigma)，20 mι1 ;エ
を行なうための州定化J先住法として工業化が"I能なホテンシャルをもっている タノールアミン， 20 f.Amoll ;版セレン般ナトリウム. 1 nmoVl). およひ'1:l(lLl，'i 
とJ5-えられるが.動物細胞を[，1;]定化して長期間明金できるようなノ〈イオリアク アルブミン(和光純来 L:t)を5ιlの波瓜で添加したものを使用した.
ターの|泊先に|刻する柑作は行なわれていない.
本市では，まず，アルギン般カルシウムゲル杭[-(こ包1，r.[，'.IJl:化したハイプリ 1. 2. 2 アルギン酸カルシウムゲルへの包括固定化
ドーマを. 1(1m Jf1地および無Ifl1?，'fl白地を}fjいて1i'iりた必し.1:U州立J庁長の"I能 アルギン般カルシウムゲルへの紺|胞の包桁[~d定化は，次の千JI闘で・行なった.
nとモノクローナル抗体の比11:.応~肢におよぼすいlhiL化の jiE仰とを検It~した. (1) 主主心分離により収必卜~i，'jを除去し新たに少1tの新鮮培地を加えることにより
次に，ゲル利子の倣Hlを|功1[:するために崎長柄版印からjh地を綴やかに供給し 細胞街!立を刈めた細胞懸別府地と， 1210Cで20minオートクレーブすることに
てゲル粒子を印遊させるJ~版1f'; J~ J育長糟を使川して，アルギン円安カルシウムゲ より滅的した 2%アルギン般ナトリウム水筑波を 1:1の比で混合し，シリンジ
ルに包l;r[，'.1応化したハイブリドーマを無[飢泊崎地を川いて峨長し，モノクロー に光治した. (2) 1'(ちに氷水'1'て'冷却した 0.1M CaC~ 水溶液に滴ドした.この
ナル抗体の辿私生}fを試みた. 際，シリンジの~I を CaClz IKi特j伎を入れたビーカーの端に繰返し打ちつけるこ
とにより，凶徒2mmの均 な大きさのゲル粒fを得た.(3)ゲル杭fをそのま
1. 2 実験 まCaCち水j容液"，で Lh政ikし.ゲル化反応を完結させた. (4) CaC~ 水溶液を
1. 2. 1 細胞と培地 除去し，ゲル粒[-を新鮮If地で敬["1洗j争した.(5)ゲル粒子をぺトリディッシュ
細胞は， i'ji.i佳作制1胞であるマウスーヒトハイブリドーマ 4H1を佐川した.に移し，新鮮収地を加え， CO2インキュベーター (5%CO2• 37 C) 内で，~1'i'l培
4Hl1株は，Pseudomol1as sp.に対する IgAクラスの抗体を斤/卜している敗I(IU記 長をhなった.
忠-ffの木梢1(ILlI米のB制Jj包とマウスミエローマ P3-X63-Ag8-U1を細胞拙介する
ことにより何られたものであるS).本細胞株は借入(林)において州なされた 1.2. 3 固定化細胞の静置培養
I白地は. )，~小;介 j点I白地として RPMI 1640桁地(Gibco)，ダルベッコ変法イー "I.j)l:化が細胞のモノクローナルl/cWの/1:j)fiにおよぼす影響を調べるために，
グル収地(DME)( r 11<製柴)，ハム F12培地(UlK製柴)を2:1: 1の比で制作した 細胞をい|定化したゲル利子0.7gをIl'{ぞ35mmのぺトリディッシュに移し. 2 
RDF l~fl也6) (RPMI 1640， 5.46 g/l; DME， 2.62 gl; F12， 2.78g/りに. NaHC03を 吋の新鮮府地を)JrIえ， COzインキュベーター内で静i1[情益を行なった.Iif公9
1.05 g1， HEPES (N-(2-hydroxycthyl)piperazinc-N'ー(2~thancsulphonic acicJ) (r.iJ f:1 flまでは毎IIj白地を全14:新鮮J;y1也と交換し，それ以降は 1日に 2例府地火換
仁化学研究所)を 0.36g11. ペニシリンGカリウム (1則的却処)を L05units/l，航 を行なった.また，収益 321 1までは1(llN府地を使用し，それ以降は知c1(l，'j杭・
般ストレプトマイシン(明治製菓)を 0.1g unitJl添加したものを他JIした. 1(l1i，'( 地を使用した.崎地交換の僚に除去した情益・液中の 19A濃度を測定することに
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より'，1"iJ.:化制胞の IgA" ~.比述肢を求め. [~Jj定化していない細胞のそれと比較し
た.
1. 2. 4 膨張層型培養槽における固定化細胞の培養
I計主主装i'tとして. Fig. 1.1にぷすように膨振WP明治先制と丸泡供から机成され
るシステムを仙川した.アルギン般カルシウムゲル利子にい|応化した細胞を
CO2インキュベーター内で 6r IIlJ lìíj収益した後，ゲル村 (4g をJJlð~長Jf(; )~~! j:庁長




フィルターをiUlしてろ過滅的したガス (95%7主主し 5%CO2)を 15ml/minの述
伎でバブリングし， j:庁長系内に椴ぷを供給した. j:出長系内の今I出i也11は36.5ml 
であった.また. j:行占的と公泡絡を1l:l温水併内に保持することで. j:庁益系内の




1. 2. 5 分析方法
1，11 iJ.:化していない知l胞の'1:，調!日j包i密度は，細胞懸紛i;?地に 0.5% トリバンブルー
総液を 2:1の比でJIJえた後，ぷ染色細胞を顕微鏡ド BurkcrTurk }~I! IflL球，;i~~板
にて，;1数することにより測定した.ゲル粒子内の細胞数は，ゲル純子を 1%ク
エン酸ナトリウム水前波にh:i1Iして溶解した後.同様に1二制胞数を，，1敬するこ
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培養したが，その|療の制胞の地殖曲線と IgA生産速度の経l昨変化を Fig.1.2に 次に，固定化細胞の IgAの比生産速度の経時変化を.Fig.1.3に示す.固定
示す.図にみられるように，ゲル粒子内に固定化された細胞は，培養初期にお 化していない 4Hll の~I~血清培地を用いる静置培養下における IgA の比生産速
いて倍増|時間 2.8dで指数関数的に増殖した後，培養 13日目には細胞密度は 1 皮は.28μg/(d'(106 cclls))であった Fig.1.3では，固定化細胞の比IgA生産速
入107cells/cm3-gcl達した.固定化細胞密度はその後安定に保たれ. 27日間低 皮を，固定化していない細胞のそれとの比(固定化細胞の比IgA生産速度/固定
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Fig. 1.2. Hybridoma cl growth in thc gel partic!es and monoc!onal antiboの(IgA)

















Incubation time [d] 
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Fig. 1.3. Comparison of specific IgA production ratc in immobi1ized and non-
unmobi1ized 4Hl1 cclls. Thc ratio of specific 19A production rate of 
lmmobi1izcd cls to that of non-immobi1ized cells is plotted against thc incubation 
time. 
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Fig. 1.2 防長 32H f1にJ白地をIfli，'j.il~地から無 I(l?，'j Jj守地に切りかえたが，また，



















。培養 12[1 I ~ I にはゲル牧 f内の細胞街J.iは 2.7 ). 107 cclJs/cm3ちcl.i土し航した後，
い l(fcclls/cm3ぢCI 以1-.の ，:'~~、制定化細胞i創立と，:・品、
しかし， .i自信 49n f:1にはIl.J.E化調1日包特:;)Jtは，片:しく悦
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ドーマを立川~m.A'Jのjì~公判11を川いて培益-し，ゲル純[-が破地されることなく 40 )E化して椛位する場介. 1行長1I!j'IIJの粁過とともにゲルが軟化するという欠点が
( Il¥Jにわたってモノクローナル抗体の生産が"J能であったことを柑行している. ある.
彼らはあらかじめ細胞をf~~街J tで‘アガロースゲルに lhlki:化したか.ゲル内の紺l しかし本検Jにおいては.膨'jl<Wi !.~'!椛後椛における約 50 R 1出の[.tI1定化指長の
胞街jえはほとんど附加していない.本検討においては，細胞をアルギン般ゲル 終 (11年においても，ゲルfIf.[-の般的はまったく認められなかった.本検Jで川
に 1>-106 cls cm3-gcl f'l~伎の官皮で凶定化し，細胞街肢を約 10 似に I~・6めた後いたI自信システムでは，ゲル村 fに lðlJl:化された細胞を培益する崎公判?と以徒
全指位j則13の 80%以 LのiえI年1I1Jにわたって 1).107 ccl1s/cm3-gcl以上のr'I:j細胞術 系に円安ぷの供給を~rなう気泡v.t とを分離している.さらに，培長袖内において
J立を維持したままモノクローナル抗体を生産することができた. 培地を供給する総j卓JStをゲル村 fの以小流動化速度よりもわずかに大きいi単位
しかしながら. 1"1収した府地'1 'の IgA 濃度は，数卜 μg!ml と 1J\;~ 、ものであっ とし，ゲル粒fを緩やかな流動状態に保った.このような状態ではゲル杭 fに





できれは t 1 i{Xした杭i也1ドの抗体濃度を高めることがnJ能になるものと思われ rjに細胞はほとんとみられなかったが.情長 16日日には回収した栴地中に 4>
る 104ceUs cm3の密伎で細胞が品1I1¥していた #i益i19 1:1自には培益槽内のデッド
スペースに細胞の搭拙がみられ， jMili細胞官度も 1弘 lOSccls/cm3に辻した.
，. 3. 3 ゲル構造の保持と細胞の漏出 Fig，1.4にみられるように，判定化細胞街皮は地益 49日目において大きく低卜
アルギン般ゲルはそのマトリックス椛造を維持するのにカルシウムイオンな しているにもかかわらず， IgAの'[:，P((.i創立はあまり変化していない.この引象
と‘の多fliのカチオンを必裂とする.アルギン酸ゲルに附定化した微JI=.物の市長 は，ゲル純子から出;1 1\し 1向先州内に部私している細胞が IgA ~践に得 lJ してい
では府地 ' 1 ' にカルシウムイ オンを r~~j濃度で合む場介が多いため，ゲル机kiは強 るために起こったものと思われる.
|山lなままM{J!J・される.動物調1]1胞端益用の崎地は調11包の1;:fiにとって必加である アガロースゲ、ル村:fに 1.'; 1応化したハイプリドーマの気泡格}~~哨d童相をJ1J~、た
リン般イオンを合んでいるが， リン酸イオンはカルシウムイオンと車内介し沈殿 収益においても，Jほ，:'G1 > lO6 ccls/cmJ利伎の制胞の漏出が報?りされている4)
を'1:.じるため，カルシウムイオンを府地に尚泌J立で添加することはできない. この場合ゲル村. 子を !~'1!也'1'で流動させているため，細胞の漏iH¥が許しくなった
さらに， リン般イオンはアルギン酸カルシウムゲルのカルシウムと結介しこれ ものと忠われる.これに対し，膨~1~Jfi ~~~!情益構ではゲル粒子にほとんど抑制rJぷ
を取り除く作Jllかある.このため，動物細胞をアルギン般カルシウムゲルに附 )jがかからないため，ゲル粒[-の破mを肋ぐことができるのみならず，細胞の
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ぬW::，(も比較的少なくできるものと忠われる. Larsson， K. Mosbach and P. Brodcrius， Eur.よ Appl.M icrobiol. Biotechnol.， 
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|川定化は，細胞のモノクローナル抗体のIt産性に対してJ忠彩特をおよぼすこと 3) Nilsson， K.， W. Schcircr， O.W. Mcrtcn， L. Ostcrbcrg， E. Lichl， H.W.D. 
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われる. エンティフィック， pp 14-30 (1989) 
7) Murakami， H.， H. Masui， G.H. Sato， N. Sucoka， T.P. Chow， T. Kano-Sωoka， 
1. 4 結論 Proc.八1αtl.Acad. Sci. USA， 79，1158-1162 (1982) 
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2) Nilsson， K.， S. Birnbaum， S. Flyga同L.Linsc， U. Scmodcr， U. Jcppson， P心





li i;-i:で‘は，ハイブリドー マを18定化したアルギン般カルシウムゲル杭Jこを膨 2. 2 実験
仮肘1型I古益相に光明し，知t血iT'i"1宮地を川いた辿続I官設を行ない，ゲル料fが破 2. 2. 1 細胞と培地
地されることなく 40日間以上にわたって lλ107cls/cm3-gcl以上の尚街皮峨 細胞は，浮遊性細胞であるマウスーヒトハイブリドーマ 4Hllおよびマウス
益とモノクローナル抗体の生政が円J能で-あることを確認した. ーマウスハイブリドーマ 4ClOB63)を使用した.4Hl1妹は IgAクラスのヒ卜
動物知|胞をゲル粒子に包府iI[t!l定化して成長すると，借地，，~の栄益分や溶存政 )~~モノクローナル抗体をJÌrflL し( 1. 2. 1参照)， 4C10B6株はPseudomonas











j容存酸素であると考えられる 1). このため， I剖定化細胞の般点的1.!1述皮を測定し
g!l ; DME， 2.62 g!l ; F12， 2.78g!1)に， NaHC03を 1.05g!l， HEPES (N-{2-
hydroxycthyl)piperazinc-N可2-ethancsulphonic acid))を 0.36g/l.ペニシリンを
105 units/l.ストレプトマイシンを 0.1g unit/l， ITES (インスリン. 10 mg!l ;ト
ランスフェリン， 20 mg!l ;エタノールアミン， 20μmoVl ;亜セレン酸ナトリウ
ム， 1 nrno l!l) ，および牛血消アルブミンを 5g!l添加した無血消地地を用いた.
4CI0B6の府主主には， fド血消アルブミンを添加していない培地を使用した.




































Fig. 2.1. A fcrmcntcr f()r cultivation of the immobilizcd cels. Thc mcdium is 










の供給速度を調節することにより，グルコース濃度を 5mM. 00を 4ppm Iこ
維持した.適、月なIlilk化調1胞1州立となったところでゲル粒チを取り IHし，トloIk
化細胞の般A~tìH~j卓J tをiJ判定した.
2. 2. 3 酸素消費速度の測定
[，~定化していない細胞の般ぷi門的述肢を. Fig.2.2aに示す装抗をJIいて測定




































培地は 1[:Jに 2fuJそiAを37 C)で的il:'fi長を行なった.ベーター内 (5%CO2， 
状i也'11のグルコースおよび乳酸の濃度変化とfqj定化細胞
ló1 í.î:化細胞の比グルコース泊四述皮と比乳酸生産速度を~:出した
分析方法5 2. 2. 
1，Ij定化していない紺!胞の'1.制1包常j立は，細胞懸濁培地に0.5% トリパンブルー
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2. 3. 1 固定化していない細胞の酸素消費速度
I~，I応化 していない 4H ll を Fig.2.2a に示す特認内に入れ 00 の経時変化を測


















Fig. 2.3a， b.Examplcs of uissolvcu oxygen conccntration (00) changcs in thc 
mcasurcmcnt vesscls. (a) Non-immobilizcd 4Hll hybridoma cls. (b) 
Immobilized 4Hll ccls 
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に減少するということは，細胞の般京iì~ 1~か O 次反応であることを立l沫する .
この 11'(線の傾きと細胞常}えから [8]定化していない細胞の比椴ぷ消 1~j単位を求め
た.
1r'，I}E化していない 4Illlの/I=.行rl線を Fig.2.4aに， 4Hllの比般ぷ消沈速度
および倍長波'1'のグルコース濃度と乳般浪Jtの経時変化を Fig.2.4bに/J'す.I火|
にみられるようにt 4Hl l の比政ぷ消'J~j単位は，細胞の増航却jによらずほほ・定
の伯 (3.44)10 . n moV(h・ccl)をぷした
l， iJ織の尖!鍛を~Jない 1"'1定化していない 4ClOB6 の比酸素消印Æ肢を測定する
と， 1"'1定化していない 4ClOB6 の比般ぷ消 ~~ i単位は 2.31 >- 10-13 moV(h・ccll)で
あった.
2. 3. 2 固定化細胞の酸素消費速度
4Hl1を同定化したゲル粒子を Fig.2.2bにぶす特誌に入れ 00の終1主変化を
測定すると t Fig.2.3bにみられるように， 1，1仏i化 していない細胞とInJ様に，
00の低拠出:似城を除いて 00はH引i11の粁過とともに直線的に減少した.この
，，'(線部分の傾きから 1，'，I í.i.:化細胞の比般ぷ討lJ1~述肢を求めた.
4H ll と 4ClOB6 の 1II，j細胞について，アルギン般カルシウムゲル村~ {-(こ同定化
した細胞をペトリディッシュ内で静 i1U庁長し， I，J，Uζ化細胞の比酸ぷiì~ 'J~述度を
測定した針i*を Fig.2.5にノ'J'す. r，I;1定化していない細胞の比酸ポm Y~述肢は細
胞の明嫡)VJによらずほぼ ・;どであったため，Fig.2.5においてt 1，II).iよ化細胞の比
椴ぷ;if~'J!i述!立は， 1，'Ii.i::化していない細胞のそれとの比(同定化細胞の比般ぷj肉質
述位 同定化していない細胞の比酸ぷ消印述皮)でぷ示している.またt 4Hl1 
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Fig. 2.5. Oxygcn uptakc ratc of immobilizcd 4Hll and 4Cl0B6 ceUs. Numbers 
altacht=.1 tυopen triangles rcprcsent ccL1 conccntrations at the time of immobilized 
4CI0B6 oxygcn uptakc mcasurcment 
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Fig. 2.4a， b. Oxygcn uptakc ratc， glucosc consumption and lactatc accumulation 
during thc growth of non寸mmobilizcd4Hll cls. (a) Growth curvc for 4H 11 
ccUs. (b) Oxygen uptakc ratcs of 4Hll ccl1s， and changcs in conccntratIon of 









減少しでも比椴ぷ消印j生出のよ件加は続いている.よって. [，11定化細胞の比隊ぷ 5 
消i!速度の明加は. I，'j)_と化細胞街皮の尚低には依イメせずr.'il}iご化細胞?宇nJtとは世話








5 10 50 100 
八[-] 
渇すると細胞の酸素消!Jl速肢が仁持することを報公している.よって，動物細 Fig.2.6. Effcct of numbcr of 4Hll cclls composing a co!ony in a gcl partic1c on 




度の変化のしかたが児二なることがわかる.動物細胞と微生物では呼吸に関する X，cel concentration in a gcl particle at the timc of the measurement; Xo， cel 
concentration at the beginning of the experirnent; r02， specific oxygen uptakc rate 代謝調節のJj法が異なっている円J能性もあり得るものとJZえられる.
)f an immobilized ccl; r02N' speci日coxygcn uptake ratc of a non-immobilizcd cl 
2. 3. 3 固定化細胞の比酸素消費速度の増加とゲル粒子内における細胞の
コロニーの形成との関係 す図中， Aは知次元細胞密度(ゲル粒子内の細胞密度/培養開始時におけるゲ
Fig.2.1に示す培益槽を月!いてアルギン酸カルシウムゲル粒子にI，!ij定化したル粒子内の細胞密度)，¥1は無次元酸素消費速度(固定化細胞の比酸素消資速度
4Hll の倍強を行ない， 士吉長終 f後にゲル粒 fを取 り rJ l し酸点的 ï~速度の測定を/回定化していない知|胞の比酸素消費速度)を意味する. 培養中， 培地中のグル
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されたコロニーを椛成する細胞数と1Eの相関関係にあることがわかる.
















で"fT1iN:l守主主し， (1)培長 16[l FIおよび33日日にまず回定化細胞の比酸素消費述
関関係が得られるものと考えられる.
j立を測定した.その後， (2)ゲル粒fを溶解することにより細胞を培地中に分散
次に， ，fiJI々の初JW細胞密度で4Hllをアルギン般ゲル純子に|おl定化し， I I J
懸制した状態に反して比般京消1!i述肢を測定した.培養 16口Uの細胞について問ぺトリディッシュ内で的置構益した後の同定化細胞の比椴京消1~j創立を測定
した.その結果を Table2.1 にノ~，す.去にみられるように， Iおlhi:化細胞の比椴ぷ







Table 2.1. Oxygcn uptakc ratc of immobilizcd 4H11 cclls 
































は， (3) I川応化していない状態のままさらに2日間静置培養を行ない， もう ・皮
比隊本iì'Í'l!(i必l立を測定した.比階ぷiì~l!l速度のìJ制定結果を Table2.2に示す.培







Table 2.2. Change in oxygcn uptakc ratc bctwcen thc 4C10B6 ccl1s 



































2. 3. 4 固定化細胞のグルコース消費と乳酸生産
l分子のグルコースが細胞内で解純系により嫌気的に代謝されると，次の量
論式にぷすように， 2分チの乳般が生成するとともに2分ザの ADP (adenosine 
diphosphatc)から 2分fのATP(adcnosinc triphosphate)が得られる.




























れは単位グルコースあたりの ATP収率が増加したことを怠l沫する.最近， Lcc 
-)5， 1分子のグルコースがTCAサイクル(tricarboxylicacid cyclc)を経て完 らは， (1.)ある種のハイブリドーマを無血清端地を用いて浮遊懸濁状態で端益す
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合理的なバイオリアクターの設計やうI白益特性の変化を把保しておくことは，15 10 





Fig. 2.7. Changes ()f selectivity of Jactatc and gJucose consumption ratc by thc 
immobilized 4Hll cls. The upper graph indicates a changc ()f thc ccl1 





般ぷiIi1Y述皮は， h'jJ定化Ilfl後においては[f~1 定化していない制胞のそれとIr~守て 第E編 多孔性の細胞保持粒子を用いるミエローマの固定化と培養特性
あったが，崎益の経過とともにl{(，1JIした ')j，，1，' J.L化調11胞の比グルコース iì~
t~l単位は打r-減少した.この|山|定化調n胞の比椴ぷiì~1VM肢のW1IJJrlは，ゲル判 f 第3章 ポ リビニルホルマール樹脂多孔質体を細胞保持粒子と して用いる
|什における調11胞のコロニーのJr~JJ児と街銭に関係していることを lリj らかにした ! 浮遊性動物細胞の固定化
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化法と比べて， (1)'山|定化の操作が附1p.である， (2) '，1，1定化担体粒子が強1，1;であ










ラーゲンは.fVJ物の1;体内の組織や細胞間で細胞の起場となるタンパク'[1であ 3.2. 2 細胞保持粒子
る.Vcrax nのシステムは，細胞とコラーゲンとの脱和刊を不IJ川することにより 通常，フィルター材料としてm~、られる、ド均孔径 30. 60. および. 100μm 
浮道官1:議1胞を多孔性の打l体牧チ内にfbJ定化するもので. !I.体牧子内でlObのPVF樹脂スポンジシート(カネボウ化成;ベルイーター.A-3000)を3X3入
cls cm川?位の1市街1.u);'1後が.i.tJx nJ能なことが報:りされている. しかし，この 3mmの大きさに切ったもの(Fig.3.1)を.細胞保持粒子として使用した.
システムは， I ，'，I~化fll 体牧子がきわめて r~~fl冊で・あるうえに fll.休村 f の IIJ利川が i PVF樹脂は，親水性のポリピニルアルコールにホルムアルデヒドをホルマー
凶雌であるとt、う欠点をイjする. ル化反応により結合させたものである.本研究で使用した PVF樹脂多孔質体は.
合成!日j分子なとの'b.，:f!Uiなよ材でできた多ずし質体を細川包似品利子としてJIJし、るデンプンなどの知!孔生成斉IJを合以させた状態でホルマール化反応を行ない.イミ
ことにより浮逃1"1:動物釧胞を I，'，I~化することができれば， L~主的刷枚でも J，é~ ハj 溶性の多孔質構造が完成した後細孔生成斉11を lUI 出するこ と に より ， 多孔質体と
1fT能な低コストでシンプルな収益プロセスが机築で・きるものとJ~1H される . そしたものであるの. したがって，PVF樹脂多孔質体は，
こで本市では，比較的孔符が小さいポリビニルホルマール (polyvinylformal. (1) 辿続細孔構造を有する，
PV町樹脂多孔自体を調IlJ包保持利子として使mする浮.i2.t1" I:!M物制胞のI"II~化の吋 (2) 平均子し径が8μmから 1mmとごく微小なものから比較的大きなものまで
能件を，的ii~j_j庁長および振とう収益において検Jした 犠々な孔径をもった多孔質体が選択できる，
3. 2 実験
3. 2. 1 細胞と培地
汗t.i位t'IJi)J物細胞のモデル制lJ;包として.マウスミエローマ MPC-ll(ATCC CCL 
167)を使川した. MPC-llは IgG2bクラスのイムノグ口プリン斤・/ト.株である4).
杭地は. )I~本イトj点I白地として RPMI 1640 崎地，ダルベッコ変法イーグル収地
(DME)，ハム F12!f1血(し寸ヱれも， 1-j;1<製薬)を 2:1:1の比で出作した RDF!:'~ 
地5)(RPMI 1640. 5.46 g!l ; DME. 2.62 g!1 ; F12. 2.78g!りに， NalIC0
1を
1.05 g!l. HEPES (N-(2占ydroxycthyl)pipcr拡 mc引 '-(2引 hancsulphonic acid)  (f"J 
仁化学研究所)を 0.36g!l.ペニシリンGカリウム(明治製ft!:)を L05 U nits/l.制[




Fig. 3.1. Reticulated polyvinyl formal (PVめresinbiomass support particles (3入3
リ rnmcubes; mean porc sizc， 60μm) 
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3. 2. 3 固定化細胞の静置培養
試験併に加lえ，往復振とう↑ωIW?にて大気1'で2fJ問振とうすることにより(振
とう述皮， lOO min~ ;振I~I~ ， 3 cm ，階俊制度， 3rC)，細胞を保持粒向こf需極し
た.その後，剤n)泡!懸濁府地を除去し，毎日続地を 10ml令坑新鮮崎地と交換し
ながら，阪とう消長を継続した(振とう述皮， 75または 100min~ ;娠中仏 3
cm，崎益出J[， 37T). 
3. 2. 5 走査電子顕微鏡 (SEM)による固定化細胞の観察
細胞を制定化した保持粒 fをダルベッコのリン椴緩衝食品4水 (PBS;NaCl， 8 
g/l; KC1， 0.2 g/l; N~HP04' 1.15 g/l; KI-IzP04， 0.2 g/り([1水製薬)で卜分に洗浄し
滅的した3Hi矧の保持粒j乙をそれぞれ40例ずつロートヒにi泣き，まず保持粒 た後， 2%ホルムアルデヒドと 4%グルタルアルデヒドの混合液に 2h反抗し，
fを新鮮培地で洗浄した.次に，保持牧 jこJ-.~こ指数哨描j切にある細胞懸樹培地 li [.'il定を行なった. PBSで洗浄後，保持粒-fを 1%オスミウム酸固定被に 1h 
(生細胞密度:7.3λ105 ccl1s/cm3) 10 mlをピペットをJfH、て滴下した.保持粒f &Wt し，後 r，l~定した PBS でイ・分洗浄した粒子を，エタノール系列 (50%， 60%， 
を通過した細胞懸濁培地をさらに 21主粒Jこ上に滴ドすることによか細胞を保 70%， 80%， 90%， 95%，および 100%エタノーjレ)にl順次説法することで・脱水
持牧[-に捕捉させた . その後，各保持粒 fを 3611MずつJ~而肢が 25 cm2の続長 し，1止後に 100%円1・円安イソアミルに修した.脱水後， I臨界点乾燥装it(日立工
フラスコ(岩城硝チ)に移し， 10 mlの新鮮培地を加え， CO2インキュベータ一 機)を月]~ ¥て保持純子を乾燥した.乾燥した保持粒子を液体窒ぷに浸漬し，液体
(5% CO2， 37
0C)内で的位培益を行なった.階地は何~n 10 ml 全-12を新鮮明地と 空よから取り1:したl白後に粒子を;切断した.由j断した粒fの断而に金 ・パラジ
交換した.細胞のグルコース消費述皮と IgG生産速度を把録するために， If長 ウムをみおし， SEM (rf (l製作所;S-800)にて観察を行なった.
中適1[，前回の崎地交換後24h経過したI帯主主液をサンプリ ングし， グルコース
とIgGの濃度を測定した 3. 2. 6 分析方法
I，[il応化していない刺胞の1:.細胞密度は，細胞懸街地地に 0.2% トリパンブルー
3. 2. 4 固定化細胞の振とう培養 総j伎を 9:1の比で・)Jfえた後，木染色細胞を顕微鋭下 BurkerTurk ~~.Ifil球計算板
外経40mrn，長さ 130mrnの干底試験管(お城硝子)3本に，それぞれオート にて，¥1-数することにより測定した.法益液rjlのグルコース濃度は，グルコース
クレーブ可能な RPMI1640培地と 3稀矧の細胞保持粒チを 40桐ずつ人れ アナライザー (Bcckmanlnstruments)をJlH、て測定した.また， IgG濃度は
オートクレーブにより滅菌を行なった.保持粒子を新鮮情地で洗浄した後， mELlSA (Enzymc-l.inkcd immunosorbcnt assay)法により測定した.
数I持殖期にある細胞懸樹培地(~.細胞密度: 3.2ト105ccl1s/cm3)を 10mlずつ各
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3. 3 結果と考察









まず，人きさ 3 3ム3mm，、|ι均孔花が 30，60，およひ 100um の3抑知の
PVF 樹脂多イLí1 f本の制IJ胞保持粒子J-.に MPC-l 1 を!眠術したJ;'~~地をが，;)卜すること
により， PVF 樹脂多孔質{本の細胞保持能を検討した.滴ード lìíj の稿!日j包懸?~~Jì'Ç-j也の
細胞i密度と保持粒子を辿過した鼎地の細胞密度との足から，似持粒子』こ111ì~さ
れた初期細胞街肢をI1 I.t~: した結果を Table3.1にぷす.ょにみられる主うに，細
胞懸溺I白地中の 18-36%の細胞が保持粒自こli挺され，寸-均孔f子30，60，およ










Table 3.1. Comparis(】n()f削 culatcdpolyvinyl forrnal (PV町 rcsinb愉i<山or川)m町刷n
suppor口tpar口ticlcs(BSP ち斗)as a suppo 口f()f cntr悶apmcntof mousc mycloma MPC→ l 
cclls 
Rcticulatcd PVF rcsin BSPs Ratio of Initial 
Typc Numbcr ルlcanporc Pon】sit).a cntrappcd immobilizcd 
sizca [ J ccllsb cell dcnsityb 
iμmJ [-1 [106 cclls/cm3-8SPJ 
A-3160 30 0.91 0.225 1.63 
2 A-3210 60 0.88 0.358 2.47 
3 A-33 10 100 0.84 0.178 1.19 
a Manufacturcr's data 
b Thcsc ¥'aJucs wcrc calculatcd on thc mass balancc of cells bcforc and aftcr thc 
immobiJization opcration dcscribcd in thc cxpcrimcntal proccdurc. Thc viablc ccll 
dcnsity in thc mcdium lIscd for immobilizatios was 7.26> 105 cclls cm3 
ことができないことを別の尖験で舶・認した.よって，浮遊性動物細胞を多孔性
の細胞保持~\'l -{-に制定化するには.平均孔任が 30-100μm 程度の比較的紺lかい
マトリックスが必涯であることがわかる.
保持牧 {-lこli1起された制胞はI 1なH的地をペモ品交換しながら CO2インキュ
ベーターい!で;，I(ft i~Í" Jì~公をね・なった.保持利子内の細胞密度を 'fl倍測定すること
はできないので，ここでは紺|胞のグルコースのir~'11とIgGの生肢を測定するこ
とにより|間接的に細胞のJ作舶を迫跡した.保持粒 fに捕捉された調1胞のグル
コース iì~ 1~ i副長および IgG'1:.1'(-i創立の併時変化を，それぞれ Fig.3.23および
3.2bにぷす.1ヌlにみられるようにI h1iJ定化調1胞のグルコース消l!i述皮およひ





















































Fig. 3.2a， b. Growth of mousc myeJoma MPC-ll cclls cntrappcd in rcticulatcd 
PVF resin BSPs in static culture. (a) Timc coursc of glucose uptakc ratc. (b) 
Time coursc of IgG production rate. 0， BSP type 1;ム，BSP type 2;口， BSP 
type 3. Mean pore size and porosity are listcd in Table 3.1. Glucose uptakc ratc 
and IgG production rate were calculated by measuring glucose and IgG 






Incubation time [d] 








































Fig. 3.3a， b.Scanning clectron micrographs ()f MPC-ll ceUぉimmobilizedin 



















保持純fにllitfEされた細胞は.1JL 1 !白地を全世交換しながら，振IW，i3 cm.払
とう述皮は出益I)lJ~fì後 6 rllIlJは75min 1. それ以降は 100min-1で振とう的公を
継私した.保持粒 子に11i似された剤1胞のグルコース消費速度の統1.'[定化を Fig.
3.4にぷす.、|乙均孔任 60および 100μmの保持粒 fに捕捉された細胞のグル
コース iìH!i速度は，保とう ~肢を 75 min-1から 100min→に上げる と-1:3.減少し
たものの.情益8If 11 以降的iif桁長・と "iJ~~以上のレベルに達した. したがって，
振とう 条例:下でも的 ii~.!庁長"iJ除. 10捉された細胞は保持粒 f内で 1>-10司
Table 3.2. Entrapmcnl ()f MPC-ll ccLls by incubating 

















a Thcsc valucs wcrc calculatcd on thc mass balancc of cclls 
in thc mcdium with and without BSPs aftcr 2 days of 
shaking. Thc viablc ccLl dcnsity in the medium bcforc 
shaking was 3.19 > W:) ccLls cm3， and that after shaking 
































? 結論4 3. 
号』・
、1三均ずし千をか30-100umの PVF樹脂多孔質体を細胞保持粒 jことして月H、る浮進16 12 8 ム。
.'i1 i'i)計益および振とう培益において検dした.f.I:動物細胞の14hi化のIf能tlを，Incubation time [d] 
保持粒子上にマウスミエローマ MPC-llを懸濁した培地を滴下することにより，
また保持粒子を細胞!脹泌椛地とともに振とうすることにより，細胞を粒子内に lFig. 3.4. Growth of MPC-l1 ccUs cntrapped in reticuJatcd PVF rcsin BSPs in 
shake-flask cuJtivation following an inocuJation period of 2 days: 0， BSP typc 1; 
6， BSP type 2;口)BSP typc 3 ~llì捉された誕11胞は> 1 ()6 ccJs/cm3占SP以上のi州立で捕捉させることができた.
保持粒子のマトリックス|付でコロニーを形成することにより物瑚的に|山i定化さ
れ，杭f内で l弘、 L07cc!ls/cmJ-sSP f'niのl:1府度情益が容易に述成できること
をlリlらかにしTこ.またI !計必 lOrI目ceUs/cm3-sSP以 j*.の高密度に達しているものと思われる.
、F均ヂL符 60および100μmの保持粒子から培地1['に漏出した位制胞において，
参考文献よって，細胞は保持粒子にしっかりとの密度は 1入104ccls/cm3以下であった.
1) Atkinson， B.， G.M. Black， P.J.S. Lcwis and A. Pinches， Biotechnol. Bioeng.， 21， ここで設定した振とう条件下では紺!胞の漏出は問題になら国定化されており.
193~00 (1979) 






、;)'stems(C. Wcbb， G.M. 81ack and B. Atkinson， cds)， The Institulion ()f 
Chcmical Enginccrs司 Rugby，UK， pp 277-285 (1986) 
3) Ilayman， E.G.， N.G. Ray and P.W. Runstadlcr， Jr. in Bioreactorsω1(/ 
hio(rω1:φrmαtio川 (G.W.Moody and P.8. 8akcr， cds)， Elscvicr，ωndon， pp 
L32-L40 (1987) 
4)じisko¥'，R.‘R. umzcrotti and M.D. Scharcc、J.Mol. Biol.， 56， 327-339 (197り
5)村卜.治樹，無血ir'j細胞Ift公マニュアル(大野忠大 ・村 l:Ir~f樹紺)，講談社サイ





liF戸では， 、|ι ，U;J イLf~が 30ー100μm のポリビニルホルマール (PVF) 制Jm多孔質
体を細胞保持粒子 (biomasssupport particlcs， BSPs)としてJTH、ることにより，
浮遊性動物細胞の制定化か可能でーあり詐討に r~:J街皮培益か達成できることを，






















しては， これまで、1"(t産以泡.i1l1公による気液[，'il3 -t11i~i!Ii)J Jf(jJ~'!のものがJl~ く検.i~ さ
れてきた:0 流動Wì :1\I!バイオリアクターは，般ぷ供給lìË: JJが I~tlく椛itiがf(1)qtであ
るためr.来的腕投で1.i:.;川11jEなボテンシャルをのしているものと忠われ，保持
牧 fの粁;頒や微生物のl(f/M )f~ rs';にJ.i:.、じていくつかのタイプのものが報作されて
し、る!，45) Blackらのは，ポリエステルフォームなどの比rf(の低い保持粒fに過
したバイオリアクターとして， リアクタ一成iWの・印分から jill気を~Jなうこと








保持村 f-への[M定化と1~IflL 7，'i 1['1也を川いたN:J9J防長・について検Jした.
4. 2 実験
4. 2. 1 細胞.培地.および細胞保持粒子
浮.i2Itl:動物細胞として，マウスミエローマ MPC-ll(ATCC CCL 167)を使)IJ 
した.
j;'1也は，)A;本合成培地として RPMI16-+0府地，ダルベッコ変法イーグル府地
(DME)，ハム F12培地を 2:1: 1の比で混合した RDF栴地 (RPMI1640， 5.46 
g!1 ; DME， 2.62 g!1 ; Fl2， 2.7Hg!りに， NaHC01を 1.05g!1. HEPES (N-(2-
一70-
hydroxycthyl)pipcrazinc-i¥吋2-ethancsulphonic acid))を 4.77g!l，ペニシリンを
105 units/l.ストレプトマイシンを 0.1g unit/I， ITES6) (インスリン， 5 mg!l;ト
ランスフェリン， 10 mg/I ;エタノールアミン. 1.53 mg!l ; !J日セレン椴ナトリウ
ム， 4.3μgIり(倒*製柴工業). 'j:lflL7，'jアルブミン (bovinescrum albumin， BSA) 





4. 2. 2 循環庖型培養槽による培養
i白長装i/1:として， Fig.4.1に示すようなカラス裂の循環層型地長柄を使JlJした.
この循環Wi)ç~1庁長柄の L却は内径 45 mmの川向形になっており. J.応部は保持粒
子の堆砧を少なくするために逆斜円錐)f~ とし. iI'(符:15 mmの円形のガラスフィ
ルター (孔符:100-120μm)をイ1する. j庁長納内の培主主液屯は 150mlとし，保
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Fig. 4.1. Schematic diagram of the circulating bcd fcrmcntcr (CB町systcm. The 
fcrmcntcr vcssel consistcd of: a 45 mm-diamctcr cylindcrical scction; a base of 
obliquc cone shape; and a 15 mm-diameter gla回日ter
一72-
iJa1氏i也を 150ml 1行信州に人れ， Linc B 併山で榊1底部から加i~~宅公を III(接試泡j位
以し，保持牧子を細1胞!眠術情地qlで術開させることにより行なった.この操作
を4-8h行なった後，調H胞}帳消I布地を除去し， 1frf.l!?1地 150mlを助長州 |:1.怖か
ら梢内にiI:人してJ;~1!tを ImMî した.
崎将した細胞のJi~，~:1をは，次のように 2.iillりの)Ji.1;で行なった.すなわち， (1) 
Linc B 終 rllで杭位制脱却からのl直接丸抱油会Lによる保持牧子の~1{j J~をそのまま
継続するか，あるいは (2)以初の 5r J IIJは LincA経FIでI音位相 i:!?日にe没けたノ
ズルからパブリングしながら油公することにより 1げ}的に倍長を行ない，その後
Linc B 経11の油公に切りかえ保持純 子を術以させながら培益した.いずれの場
合も，培益桝Jir;:~~から収益液を全日排出した後， 1長j主将f仁昔日から1fr鮮11'1也を 150
ml 注入する)iU，で，定期的に培地を£換する繰返し伊|分培養を行なった.
4. 2. 3 分析方法
収益終 (n.'fにおける川定化'I=.細胞iキ.;JJtの鮒広は， Mosmann7)のIJ時党した MTI
(3-{ 4，5-<.1imcthylthi位 。1-2ヴ1)-2，5寸iphcnyltctrazolium bromidc)を)IH、る比色定id
iJ，に必つ'いて，次のように行なった.ダルベッコのリ ン酸緩衝食Jt.¥水に MTI
(11仁化学研究所)を 5g 1の濃度で治かしたものを孔径 0.22μmのフィルターで
ろ過し， MTI i脊 ì{~を訓製した . [~~定化していない細胞を懸濁した杭地 3 mlあ
るいは細胞を 101， 1応化した似持村~f- 2fllîlを新鮮情11H 3 mlに入れたものに， MTI









にて，，1数することによりiJlJ~とした . 収益液 rjlのグルコース限度は， グルコース
アナライザー (BcckmanInstrumcnts) を JIJ~ 、てiJliJみとした .
4. 3 結果と考察
4. 3. 1 保持粒子への細胞の揺種
似品純子を入れたJ白公納に制胞懸j自I青地を却lえ， 刷版1HからI't接546泡.il11丸を








6.9>-lO6 ccUs cm3-BSP となった. 以上のことから，保持杭 fを細胞懸?~aJ:'11出'1 1
で何段させる ことにより.1行j生物内で細胞を似品粒子に効+よく崎村できるこ
とがわかった.
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Fig. 4.2. Timc coursc of MPC-ll ccU dcnsity in the culture medium during the 
inoculation proccdurc:企，corrcsponding to thc incubation shown in Fig. 4.3;・，
Fig. 4.4; ， Fig 4.5. lnitial entrapped cl dcnsitics in biomass support particles 




粒子を術段させながら. 2-3 [1 Tlt.に嶋地を全日新針的地と交換する繰返し11分
i;?益をわ・なった.保持粒子内の細胞密度を1'(接iJIlJ定することができないので Fig.4.3およびFig.4.4に示す.これらの図において， 1点鎖線で示す時刻に培
地交換を行なっており. 1点鎖線で区切られたJUJ聞が1回の四分培益期間を示ここでは細胞のグルコースの的1'1をiJ判定することによりIlIJ般的に細胞の附舶を
-74 - -75 -
?

























?? ? ? 。
??? ? ? ?
? ?
?





























Fig. 4.3. Timc coursc of glucosc consumption in culturc mcdium containing 0.1 % 
(w/v) bovincぉcrumalbumin (BSA) whcn entrappcd cclls within BSPs wcrc 
circulated in thc CBF from thc initial period 
10 
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波J tにより量a.n=な;;~響を受けた.すなわち ， BSAを0.1%添加lした府地をJIい
た場合，続長2fl r1までは府地'11のグルコース脱皮が減少しており，調1胞はグ















う gy断)J やjill気により発生する公泡により/1:.百肌??を受ける . 知~IflLW!宮地をJlJ
いる培養においてはこのような1[:，育阻需が顕若であり，これに対しリン脂質的，
Pluronic F689)， BSA10)なと.の府地への添加lは細胞に対する保護剣Y*を/Jミすこと







































MTT を JIJ~ 、る比色定日法により I庁長終 f後








































































































j応部から 11'(般公泡油企Lすることにより同定化ln.体牧 r-を緩やかに 1/1~泌させる
術IZ炉;J~'~11~ 1を納をJlH、て. PVF樹脂多孔質体の細胞保持料イに1，心i:化したミエ
ローマの無 IfILi"{l1'~地を JIJ いた長JUl培主について検討した.調IIJJ包!眼制的地'1'で保
持牧 fを ilriJ~ させることにより細胞を粒 fに摘柿したが， Mj主初JVlにおいては
細胞のj14111 がみしく，細胞のグルコース iì~'j1述皮は ・1.低ドした.その後，細
胞のiluJれは減少し，グルコース消時速度も明加に恥じた.調1胞の崎将後数川i
のみ防長村lの 1'.:~I~ で・パフ♂リングにより.ì!盛丸することで; I~/ft (I~ に防長した後，保持
杭 fを1"~~辺させる 2 段|併I;?必を行なうと，細胞のグルコースのilH~.i単位は非常
に大きくなり，少なくともい 107cclls/cm3-BSP 以上の 1:'~fí:UlJj包桝度化と 100IJ IU 
将位のム<:JV11た位が注)J.えできた.
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ターの介則的設計， 1止迎操作に Irl ) けてrn:~なぷ地である .
[I~， I :ど化I円前l(微生物と~rj jぷにI [，1，  :.iご化動物細胞のj品作も， 141E化frt体のぷ1(li近
伐における細胞のI特別にともない1m体の1'心付近ではj特イメ般よなどが不起する
ようになり，拘体'11心付近の綱1胞は死滅する 1，2) また，第 I;立や第 3ì;iJ~で述べ





胞数をJ十数すればよく比較的簡 tji.であるが，細胞保持粒子 (biomasssupport 
p<川iclcs，BSPs)をJIJ~ 、る|山ihi:化法の場合，細胞を111JlXして直接生細胞数を数え
ることは不nJ能で、ある.このため，第3市，第 l市では栄公分の消 ~~や物I凸 '1:
J}('の統I.J変化を測定することにより細胞のよ作品I(を1¥1般的にili跡していたが.よ
り 11'(抜的な凶定化/色調11胞市j立の，~\I~価法が望まれる .
Mosmann3)の開発した MTT(3-( 4，5-i.limcthylthiazol-2づ'1)-2，5-i.l iphcnyl 
tctrazolium bromidc)アッセイは，生細胞のミトコンドリア内の昨ょによる物制














ないI [品定化細胞の MTT変換活性や LDHの杭地への遊離IJ;をifllJ定することに
より I Ifij:J:化調1胞のWIM挙動を把保することをAみた.
5. 2 実験
5. 2. 1 細胞.培地. および細胞保持粒子
浮遊t~!1ì)J物制11胞として，マウスミエローマ MPC-l l (ATCC CCL 1(7)を使用
した.
借地は， )，l本介JJ~Jì'~J山として RPMl1640.1白地，ダルベッコ家法イー夕、ル府地
(DME)，ハム Fl2J;'，'1也を 2:1:1の比で泌介した RDF府地 (RPMI1640， 5.46 
g，1 ; DME， 2.62 gtl ; F12， 2.78ιりに， NallCO]を1.05g/l. HEPES (N-(2-
hyurox)叫 hyl)pipcrazincマrV'-(2-cthancsulphonic acid))を 4.77g/l. ペニシリンを
lOS units 1， ストレプトマイシンを 0.1g unit 1. lTES (インスリンI 5 mg，l;ト
ランスフェリン， 10 mι1 ;エタノールアミン， 1.53 mgl ;帳セレン般ナトリウ
ムI 4.3μg/I)，および'1"luliNアルブミンを 5g/I 添加した知~lÍ[li JJí' .lrYJ也を川いた.
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また， 剤lIJ包似判杭 fとして， 、l'・均ヂし径 引}μm，全|総本0.88，みかけ常Ji[0.15 
g/cm3のポリピニルホルマール (PVF)樹脂スポンジシート(カネボウ化成)を 2
，2>2mmおよひ 3>-3>-3 mmの大きさに切ったものを佐川した.
5. 2. 2 細胞の播種と培養
50 ml容;1のねじIJ二1lj振とうフラスコ(柴IJ科学)に 1cm1分の保持牧 {-(3 
> 3). 3 mmのi栄作粒-fは 4011，札フラスコ， 2)0. 2;，. 2 mmの{以外村 fは 1351P 
フラスコ)を人れ，これに折数lrl7li(別にある調1胞懸尚治地 10mlをJ}Iえ， ~ì: iU 
Vl~ とう↑liL1511411lこて大気 rl' で~24 h 振とうすることにより (振とうj単位， 80 min-1 ; 
振恥し 4cm; J先住福住. 37 C).細胞を保持粒子に揃隠した.
細胞のJ訪問後，細胞!接部地i也を除去し. (1)新鮮情地を 10ml加えて，そのま
ま振とう椛必を継続するか.あるいは (2)保持純子を ，'(符 60mmのぺトリ
ディッシュ(行以61jr-)に移し新鮮出地を 10ml JIIえ. CO2インキュベーター
(5% CO2・37C)内で静iNJi・f必をむなった.弘とう出益. 1~1' i~i_消長のいずれも
1J n 培地を 10mlそらt新鮮情地とうど換しながら収益・を継続した.なお， Io'il~化
'1:.調1胞密伎と保持純子内の'l:jmJYd分.{Jjを評1liするために，Jfdを"' .i直i'，.C似品料
fのサンプリング (3λ3>3 mmの保持牧子は 11崎/サンプリング， 2>-2ム2
mm の保持粒~[-は 131問/サンプリング)をhなった . また，耐 111 調JHJ包数およひ
的地中に遊離した LDH活性の測定のために. lji 1"の培地交換後 24h経過した
I庁長液もサンプリングした.






101bj)に. MIT 溶液 (MIT.1 gll ; RPMI 1640. 5.46 gll ; DME. 2.62 gl ; 
F12， 2.78 g，1 ; NaHC01• 1.05ι1 ; HEPES， 4.77 gIl ;これらを諒解した後，ヂL
符 0.22μmのフィルターでろ過したもの)を 3mlずつ加え， 37 Cで 4hイン
キュベートした.以}.I:.;終f後， (1)同定化していない細胞の場介，地心分離して
から木J.i.Ji:.、の MIT溶液をl吸引除去し. (2) I"Î)~化細胞の場合，そのまま吸引に
より MIT依泌を除去した.これらに 2ー プロバノールを 6ml加えて激しく撹n
し，生成した MTIformazanを前解した.このj詐i伎の 560nmと700nmにおけ
る |吸光広をìJllj~ し， I吸光l立のXを求めた.
保持粒子内の'1:-細胞分布は， MTI熔液を加えて 37Tで 4h l又応させた後の保
持粒fをダルベッコのリン般絞笹I食趨水 (PBS)で洗浄し，カミソリで切断した
枕fの断IfIiを実体顕微鏡で制捺することにより肥料した.
5. 2. 4 LDH活性の測定
サンプリングした漏出細胞懸術情地を迫心分離して細胞を除去した上前の
しDHr.i1il-_は， I [J J阪のキット (不uJt純薬仁来)をJrH、て NADll(nicotinamidc 
adcninc dinuclcotidc， rcduccd form)の減少!止を比色定泣することにより測定した.
制定化していない制胞の細胞内 LDH活性は， .1.主心分離により明地を除去した制i
胞にダルベッコの PBSに的解した 0.5%(v/'I/) Triton X-IOO (polycthylcnc glycol 
lT1ono-p→s()()ctylphcnyl cthcr) 3 mlを加えて細胞をi波地した後にiWJAごを行なった.
5. 2. 5 固定化していない細胞の生細胞密度の測定
[ ，' ，1定化していない細胞の'[-.細胞i宇~;Jj[は，細胞懸濁i青地に 0.2% トリパンブルー
溶液を り:1の比で加えた後，木染色細胞を顕微鋭 ドBurkcrTurk 担Ifl球式I-t?:似
にて計数することにより測定した.
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および 企 の圃，e， l皮が 1ト106ccUs/cm3以下の指数年i嫡JUにある細胞(附'1-1，結果と考察3 5. 
のー1:.細胞数と MTIformazanの生成;liとの関係はIriJキーでぶす)においては，MTT変換活性の測定による固定化生細胞密度の推定3. 5. 


































ぷにみられるように，細胞数の収支から算出した似とに対応するものである.。。 アガロースゲまた，調1胞の MTI変換i1itl:から批注した1肉はほぼ・致している.50 40 30 20 10 






Fig. 5.1. Relationship betwccn numbcr of viablc MPC-11 cclls taken at diffcrcnt 
ceU densities over the coursc ()f a static T -flask culture and absorbance ()f 1・{4，5-
dimethylthiazol-?ヴ1)~，5寸iphenyl formazan (MTI formazan). The viable cel 
density was:・，1.3 X 105;・，3.8 X 105; A ， 1.0 X 106;・，1.6 X 106 cells/cm3. 
OD560~OO' optical density at 560弓00nm 
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Table 5.1. Comparison ()f initial dcnsity of cclls cntrappcd within hiomass 
support particlcs (BSPs) cvaluatcd by two mcthods 
Culturc 
mcthod 
lnitial cntrappcd cl dcnsit).<I 
1106 ccUs cm3呂田l
Calculatcd by counting Mcasurcd by MTT 





Static 3> 3 3 mm 
2戸 2>-2 mm 










品Corrcspondingto thc incubation shown in Figs. 5.3 aml 5.4 
b Calculatcd hy counting cl numbcrs in thc flasks with and without BSPs aftcr 
thc inoculation proccdurc 






100)を加えて細胞を的解し.LDH mttを測定した紡民を Fig.5.2にノ'Jす. 1火|に
みられるように.細胞数と LDH爪itl:との|刻係は何・の1'(線上にあることからm
l品定化していない細胞の1~1t低地益においては，細胞 1 例あたりの調11胞内 LDH 活
性.すなわち細胞内 LDH比活性は J 定であることがわかる.
また，小JtFでs没J.eした条例:ドにおいて MPC-1111米の LDHを合む収益 1:iJ 












0 5 10 15 20 25 
Num ber of cells [105 cells] 
Fig. 5.2. Relationship bctwccn numbcr of viablc MPC41 cclls takcn at different 
cel dcnsitics ovcr thc c()ursc ()f a static T -{lask culture and intracellular lactatc 
dehydrogenasc (LDH) activity of ccIJs lyscd in 0.5% Triton X-100 in phosphatc 
buffercd salinc. Thc viablc cl dcnsity was:・，1.9 X 105;圃，4.5X 105; A， 1.2 x 
106 cclls/cm3 


























静置 ・振とう培養下における固定化細胞の増殖挙動3 3. 5. 
保持粒チに!日11応化した細胞の，~11 iil，~l庁長およひ似とう lt~:益を行ない. (1) [，~I定化
(2)給地'1'に遊離した細胞の ~TT 交換活性から制定化'I:~II胞iキnJt を舵~):し，
(3)拡とう情益においまた，LDHのj百件から[，'，1定化細胞の北減述皮を求めた.
I白地'1'に偏 11\ した剤IIJJ包数から調IIJJ包の品~JII¥ l生出;を求めた.ては，




，'(JI i';:収益のよ品作 lト 107ccUs!cm1-8SPを越えたJ庁長IJ仙台後急激にJrIJIした後，
35 30 25 
Inc山 ationtime [d] 
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また 3入3).3 mmの保持粒μこ比べて 2λ2ト2mmの保持粒fのj立が符られ，
保とう消長の場介. 1，'4定化'1また，んがより，:品、1，1心i:化細胞?訟はがれJられた.
. rJ.人きく低下しており.細胞密政の振動引象がみら細胞常度はI作品 18r j目に
れるのが特徴的である.
明地中の LDIli1性から求めた調lIJ包の死滅.iHlJit，すなわち似品料[-1 cm3あた








35 30 25 20 15 10 5 1 ，loIíl:化I~.細胞惰品調1にみると，!f~Jに大きく泌押していることかわかる . (なお，
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'1:.細胞により MTT(比色)から変換された MTTformazan (紫色)は水に不能
35 30 25 20 15 10 5 。104 
となるので木反応の MTTを洗い流すと，保持粒子内において生細胞のι した












Fig. 5.3a-c. Growth， dcath， and leakagc of immobilizcd cclls within biomass 
support particles (BSPs) in static and shake-flask cultures. a A tImc c()ursc of 
density of viable ccUs entrapped within BSPs cvaluatcd by MTT assay: 0， 3x 3入
3 mm BSPs in static culturc;ム，2 x 2 x 2 mm BSPs in static culturc;・，3X3X3
mm BSPs in shakc-flask culturc; A， 2 x 2 x 2 mm BSPs加shakcculturc. b A 
t加lCcoursc of dcath ratc of cntrapped ceUs within BSPs asscsscd by rclcasc of 
LDH into thc culturc mcdium. Symbols are the same as abovc. c A tImc coursc 
of thc numbcr of ccUs lcaked企om1 cm3 BSPs pcr day in a shakc-flask culture:・，
viable ceUs from 3 x 3 x 3 mm BSPs; A， viablc ccUs from 2 x 2 x 2 mm BSPs; ~・ー，
dead ceUs合om3 >、 3>、3mm BSPs; -A:-， dead ccl1s from 2入 2λ2mm BSPs. 






















Fig. 5.4. Time course of distribution of viable cel population within 3 x 3 x3 mrn 





また， 1~1' il"U背益に比べて振とうよ去益の )Jが，全般的に'I=.剤n胞が存れする領域
の以みはより以くなっている.これは， Fig.5.3aにみられたように， 1~1， jlU庁長








るのは， PVF 樹脂多孔質体の述統的な細孔構造の ~I_)で，細胞の哨舶が1，'11 定化相
体から物理的な制限を受けていないことによるものと忠われる.
次に，振とう培益において Iï'~定化生細胞密度がー且低下した収益 18 11 r 1にはe
qJ11にみられるように， 1ミ細胞がイ子イEする部分の色調が全般にそれ以前と比べ
て地くなっており，生細胞が存在する領域内でI~-細胞密度が全体的に低 ド して
いることがわかる.j者養 27rl flには細胞密度は肘復したが， 't五点をみると，/七
剤11胞が存在している領域の .t~~に色の濃い筒所がで、きており，この場所で局所
的に生細胞密度がふたたび明加したためと考えられる.また，II-=.細胞が存イ正す
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Inc山 ationtime [dJ 
Fig. 5.5. Growth of immobilizcu cls within BSPs in a shakc-flask culturc with a 
lowcr initial cl density:・，3X3X3mm BSPs;.A， 2x2x2 mm BSPs. Thc 
dcnsity of viable cls entrappcd within BSPs was evaluatcd by MIT assay. Each 






する領域の以終的な J'} みは Fig.5.4においてみられたのと同様のが~ 300μmで，
初期損11胞桝伎によらず.~とであった.これはい|定化細胞の哨舶が保持料 fのi1!
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lij市では. '1:.細胞の MTT(3-{ 4，5-<.1imcthylthiazol-2ヴ1)-2， 5 -d i Phcn)' I 
tctrazolium bromiuc)変換爪性や細胞死にともなう乳椴脱水ぷ静ぷ(LDH)の府地
への政出1;:をiJ!IJ~とすることにより，ポリビニルホルマール (PVF) 制JJ行多孔質体










は避けられない1) このため，制定化細胞の押川!(のi創立過程を解析する場合， 1，;1 






鏡トで細胞を，， 1 敬することによりiJllj 定した. ところが，悶定化II:j~U)抱密度や悩
1¥細胞数は，それぞれ同定化制胞および漏出細胞の細胞内 LDH的性を測定する
一103-
ことによっても推定吋能であると忠われる.このことにより， f，向~1I定化 '1生l主土A調制II lJ胞j胞包i街+常j 





爪件)およひ MTI変換比約fil.('1.判1日包 106cclls あたりの MTI 変換活性)をU訓削測11則|リIJ~沌i主: 
しι，1.川J山川t~.l:広ぷ化細胞の細胞i内付 LDIIi前吊?刊門1:や Mγr 変{換負 j川丹f判竹uにこ )I~ つづe く刺!胞抱数 1;?司、1判|
f刊料|ト.を〉沌iと:!川A止:的に検ri社Jした.次に，l党nfl'iJ目指主主柏を川いて似持杭fに[，'ilil:化した




6. 2. 1 細胞，培地.および細胞保持粒子
i字逝tI:動物細胞として，マウスミエローマ MPC-L1 (ATCC CCL 167)をueJIJ
した.
#1!也は，基本合成培地として RPMI1640恰地，ダルベッコ変法イーグルth地
(DME)，ハム F12!t'1!l!.を 2:1:1の比で混合した RDFJ白地 (RPMI1640， 5.46 
gll ; DME， 2.62 g!1 ; FL2， 2.78g!1)に， NaHC0
3を 1.05g!1， HEPES (N-{2-
hydroxycthyl)pipcrazinc-N1-{2-cthanc sulphonic acid))を 4.77g!1， ペニシリンを
105 units/l，ストレプトマイシンを 0.1g unit/l. ITES (インスリン， 5 mg/I;ト
ランスフェリン.10 mgtl ;エタノールアミン. 1.53 mι1; 1mセレン般ナトリウ
ム， 4.3μι1)，およひ午JfIl711jアルブミンを 5g!l 添加lした無i血清培地をJI~、た.






6. 2. 2 固定化細胞の細胞内 LDH比活性と MTT変換比活性の測定
50 mJ符:l(のねじIJ ~ j(j振とうフラスコ(柴山科学) 10本に保持村子を 30f悶
ずつ入れ， これに指数即川fij明にある剤IJIJ;ω極端府地 (生細胞街Jt: 3.9>-105 
ccls/cm3)を 10mlずつ)JIえ，往復振とう↑Il品川?にて大仏r-Irで24h似とうする





t¥L (-から|川定化細川包を[111)(した.次に， (1) [1収した同定化細胞を合む府地"rの
'1:調1包街l丸 (2)[1収紺1包を懸濁した収地の LDH活性，および (3)[11収細胞を
合む崎地を辿心分断することにより細胞を除去して得た上治の LDH活性を測定
し， [ロ1収した'.1定化調1胞の細胞内 LDH比活性(生細胞 106ccUsあたりの細胞内
LDH fit'I=.)を求めた (6. 2. I参照).また， fnl収した固定化紺l胞を懸泌した
th地に MTI締法・を)JIえて MTTfo rmazan (1-( 4，5-dimcthylthiazol-2ヴ1)-
3，5-diphcnyl formazan)のIJ:.成品を測定することにより (6.2. 5参照).制
収したいl定化細胞の Mγr変換比間性 ('(:.細胞 106cclsあたりの MTI変換活
1"1')を求めた.
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6. 2. 3 固定化細胞の濯流培養
50 ml符むの三角振とうフラスコ 12本に保持粒子を 51W~ずつ入れ， これに
細胞j眼前哨地(生細胞街!立 :3.りx1 ()5 ceUs/cm3)をそれぞれ 10mlずつ加え大会L




Medium in Medium out 
Humidified air Gas out 
一~









は， 5計益相のジャケットに湖水を流すことで， 37 Cに維持した..iJ&，(C J庁長桝
1: rf~のサンプリングポートより，保持純子 10 11A1 と陪益液約 6ml を111~~1 的にサ
ンプリングし，分析・に位JfJした.また， 1白地11のj容存酸ぷ政Jt(disolvcd 
oxygcn， 00)をj蒋μ般ぷ泣柑(lngoldMcsstcchnik)により計測した.
サンプリングした保持制f-10偶のうち， 7 il材の純子を用いて， lo'l定化細胞の
細胞内 LOH祈れを測定した (6.2. d参照).伐りの保持粒.f3 il羽は， MTT
抗液 3mlに以出し，I卜剤1胞を染色した (6.2. 5参照).サンプリングした漏
1¥調1胞懸術杭地については，その しDH活性と，地心分離により i~1¥刺胞を除去
した上治の しDH川和とを測定した (6.2. ~ I 宰照).




(干1光純薬1".来)をJIH、て NADH(nicotinamidc adcninc dinuclcotidc， rcduccd 
form)の減少i止を比色与とはすることにより測定した. [，tij定化していない細胞を懸
泊した栴i也の しDlI活性は.細胞懸?~~J白地 1mlに 0.5%Triton X-lOO 
(polycth)'化ncglycol mono-p-isooctylphcnyl cthcr)依液を lml加えて剤1胞を治解
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した後に測定を行なった.ここで， 0.5% Triton X-lOO前波は，ダルベッコのリ
ン般絞f~I食出水 (PBS) に TritonX -100を0.5%(v/v)の浪肢でj溶解することによ
り川製したものである. [81応化していない細胞(lwmm仕'1のいl応化していない
紺l胞および振とう収益において保持粒子から1ft1収した調1胞)の細胞内 LDH比71可
制:は， (1)細胞懸街地地の しDH活性と (2)その J'.仙の LDH活性とのぷおよび
(3)細胞!懸濁培地の生細胞街泣から算1¥した.また.ifh点収益においてサンプリ
ングした保持粒-fに同定化された細胞の細胞内 LDll前十七は，保持粒子7il材を
0.5% Triton X-100溶液 4mlに以山することによりい|定化細胞を溶j押した後に
iJIIJ~とをおなった.
6. 2. 5 MTT変換活性の測定と固定化生細胞の染色
細胞の M1T変換活性のisIJ:必は. Dcnizot ら 3) のん il~に )i~つ'き次のようにh
なった. II'~)Ë化していない紺|胞 (lmitI身長中の[，~j応化していない細胞および保と
うI白金おいて保持粒 fから[1収した制胞)を懸制した的地 1mlに MTT的被
(Mアr.1 gll ; RPMI 1640， 5.46 g/I ; DME， 2.62 gll ; FL2， 2.78 g/I ; NallCOl' 
1.05 g/I ; HEPES， 4.77 g/J ;これらを溶解した後，孔任 0.22μmのフィルター
でろ過したもの)を 3m1加え. 37Cで 4hインキュベー卜した. bi.1.i:、終 f後.
j♀心分離により染色された細胞をとt降させてから木反応の M1T溶液をl投づ|除J、
し，これに 2-プロパノールを 6mJ 加えてよく撹作することにより，1:.成した
MTT formazanを依解した. このお半減の 560nmと700nmにおける|政光肢をiJI
hiし， I政光度の追を求めた I投光度の.&から， }IJに測定した MTTformazan 
(Sigma)の吸光係数をmいて. MTT formazan の生成id:を~)IHした.
また， itl'流培養実験においてサンプリングした保持制{-3 i闘を MTT締法 3




6. 2. 6 その他の分析方法
1，IJi:化していない細胞の1:.細胞街肢は，制It包!眼削指地に 0.4%トリパンブルー
j告波を 9:1の比で加えた後，よ染色細胞を顕微鏡ト BurkerTurk J~'! lfl.f;J(口1~)仮
にて計数することにより行なった.収益法'1'のグルコース濃度は，グルコース
アナライザー (BcckmanI nstruments) をJrJ~、て iJIIJ~とした.
6. 3 累積細胞数および比速度の計算方法
6. 3. 1 累積細胞数の計算方法
["'1定化細胞のirhf.tJ点投において. l5H1:相 ~~'!J氏益椛内の漏出生細胞i宇n.stC x( [106 




V 入'=μf'CXf.j/ -k[)f 'C;(f .11'_ν'CXf d t . I .' 1 
+rl.cak ，VsSPs -rEntrap 'VBSPs 
、 、? ?，
??， ，? ?、
ここで.t， n.~ IH [ uJ ; r'，収益液体砧 1cmJ 1 ; VIlS!>s' 保持粒子の体払 [cm3j; V. 
I川也の供給 .M・1泌は [cm3/uj;μp 悩1¥細胞の比J{(/州Li創立 [u→];klN，a411細胞
の比低減速皮 [u! I ; l' LCllk • I~IJ定化細胞の~l.Ï村 fからの漏出i創立[106 cls/( u・
cm3-BSP)j ; 1'1 附ザ i4~1¥ '1=，細胞の保持粒[-への捕捉述皮 [106cls (u・cm3-BSP)j
である.
また，地位榊内における崎長j伎の 1-.i，'fの LDll活性 CLDH[IU/cm3jの変化は，
1'.述(6. 2. 3)の排流防長条件ドでは LDHの失析が無悦できるので(6. 1. 
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までも'417していくことにより，
lド刊仏仰川l，1 jけlにおいて{似米州J川』川1判収 r-1 凶 カか、ら悩州1I山Hした持以糾糾州:泊川品も右払刷州州，'d~刈湘川~fR訓訓調紺制釧11川l川』胞包数 (りJ~(rμ;k欠〉か仇ηUいLea却川払k-r[，n削附州1町同lrap)d悶
C∞ω帥州cl凶山I山h川s/ν4ザたcm3内3、明』品SP町lおよび似J附庁け川午粒，'f.[-1 cm3あたりの制死細胞数(J>I川 t)[lO6 






101l=Y LOll x-rlhalh-V135l's+Y LOllx-kl〉f-CXf-V-ν ，CLDII dt c.xrは1¥Jl1細胞懸樹培地の LDH間性とそ
の1-.i11j'の LDH 祈tl とのχ.から推~Î， した11f(を仙川し， YLDWXは的if;，Jf1長'1'の[，I;j)E
式(3)，(4)の，1ti'において，なお，
lJ::，細胞 J061将あたりの細胞内 LDHi川YWILX' ここで，
こ ~t らのぶにの μr k[)l< 
から次のサンプリング1.'1刻 12までtについて式 (L)，(2)を都分すると，t[から
l2までの11([/1' t2])に保持率立f1 cm3から漏出した細胞数 [lO6ccUs/cm3-BSPjお





2. 1'.述 (6.また，2参照)・lおよび 6.あるサンプリングI!J刻 1I 
[，'IA化部1胞の死減速度い06cls (tJ・cm3-BSP)jである.
およひ Y[D1lJXを鼻山として，
、ー-的公，m~fìILli と 24 h後のノモ細胞待'，:Jitおよび生細胞?十nJt(なお，j計長を行ない，
れらの密度は細胞懸i9al布地およひその l:11JのしDH活性から推算した)よりt)，出
したft((μf = 1.0 tJ-I， k[)f = 0.59 tJ-I )を位川した.

































d C.. d C .， 
人 t= 人 1+r山l
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μiを a定として，あるサンプリング1.)'刻 t1から次のサンプリング1I.'t刻らまで I


















rOea1h = kl)i . CXi (9) 
r1訓 k-rEnlrap = kLi . CXi 
、? ， ???? ?， ，?、
これらの式の k[)iおよびkLiを・定として，あるサンプリングl時刻 IIから次のサ
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6. 4. 1 固定化細胞の細胞内 LDH比活性および MTT変換比活性
める市で述べたように. (o1i.E化していない MPC-LLの静it崎公を行なうと指
数.WI7IiUYjにおいては.相l胞内 LDH比活性およひ MIT変換比i1tlはほぼ -i.Eの
イ1(となる.ところが.細胞が的IJUIや死滅JVJにいたると，これらの比mil:は低









1"1:は， ，拘置培長'1'の 1，'，1)主化していない細胞の指赦j~I 7I((JWにおけるも1'(に比べてぷ:
r小さい{lHになっているものの. '，1応化 していない細胞の仙とほぼ1，1守の比i，fj
nを振とう府長'1安定に維持していることがわかる. したがって，以ドの検z汁
においては. 1/;1定化していない制胞の指数1V'19~tJgJにおける細胞内 LDH 比活性
(Y1DlVX = 0.27 IU/(106 ccHs))のfl([をJI~、て，保持料 flこIo'i]定イとされた細胞の細胞
|人JLDH 活性の測定結果からいlhi:化'1: 細胞持:;]_Qを抗I:t~. した . また，似持粒 子を
M1寸溶液に以iAすることにより1.細胞を染色し，純子内のf七制胞の分布を犯射
した，Fig.6.2の車内*は. 1こ述のような LDH泊料の測定による r，'，J~化住細胞官
肢のJ価や MTIをJIH、る回定化'1剣山包の染色かt I，'，IJ.E化生誕1胞数をぷ「小さく
















Intracellular LDH content 
MTI transformation activity 
2 4 7 
Incubation time [d] 
11 
Fig. 6.2. Timc courscs of intracclular lactate dehydrogenase (LDH) content and 
spccific MTT (3-(4，5寸imethylthiazol-2ヴり~，5-diphcnyl tetrazolium bromide) 
transformation activity of cels immobilized within biomass support particlcs 
(BSPs) in shake-flask culturc. The intracellular LDH content and specific MTT 
Iransformation activity of immobilizcd cels are given as the rclative va1ues 
comparcd with thosc ()f non寸mmobilizcdcels in the cxponential growth phase 
undcr st山 cω山山i比川tωu凡 T百he山泊凶t胤ra即ωc仙H出u伽l
transformation activity of non-iセmmob凶ilizcdcels wcrc 0.27 IU/ベ(10併6Cωels吟)and 0.31 
μmoV(106 ceUsの)，rcspcctively 
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これ調IJ包懸濁I街地の J-_il'f1 cm3あたりの しDH前作(CL!)JI)の経時劣化を1]"す.
漏出剤IJt包懸泌I在地の LDHi!tl:.と漏出細胞懸例府地の 1-
LDH活性測定による漏出生細胞密度と死滅細胞数の評価2 4. 6. 
らのしDHil刊・のうち，まず，保持村'.fにI.!定化した細胞の地流培養の結%について述べる.以下，




(YIDII/X = 0.27 IU/(106 cls)を)1~、て，
品~1細胞懸制収地の LDHi1itとその七市の LDH爪
および漏出持粒子から漏出した調1胞を懸制した培地 1cm3あたりの LDHmtl:， 







































0.01 J庁長:i"皮の上il~'の LDll 活性から死減紺l胞数を推知したがって，ことを怠味する.
することは妥吋であると，忠われる.
20 15 10 5 。










胞数を推t?するに|涼し，Fig. 6.3. Time courscs ()f thc intraccUular LDH activityぱ clsimmobilizcd within 
1 cm" of BSPs (0)， the LDH activity in 1 cm3 of Icakcd-ccU suspcnsion (口)， and 






-0-Measured by counting cel numbers 




















0 5 10 15 20 25 
Incubation time [d] 
Fig. 6.4. Comparison of the time course of thc dcnsity of Icakcd viablc ccUs 
determincd by two methods in pcrfusion culturc: cstimation by LOH assay (= Cxr) 
(口)and mcasurement by counting ceU numbers (0) 
定した.その結果. 3日後においても LOH活性はほとんど低 下せず. MPC41 
由来の LOHは非常に安定であることを確認した. したがって，以下の検1では
LDHの失活を考慮せず， 悶定化していない細胞の指数増殖期における細胞




1'，制胞数のすべてを， 3村知の LOHi川>'1:( I r~j定化調11胞の細胞内 LOH1r'i1'tと似
11\ 綱11胞懸~l計i也およひその I.l ，'jの LO1 i.rit'j:)をiJIJ~とすることにより，同-のん
il~でH、Hd6するものである .





変化を Fig.6.5にノぷjβえす.また， J書長:1孜・'11のグルコース波度およひ 00の終1I.'t変
化を Fig.6.6にぶす.
Fig.6.5にみられるように， I，'~定化11:細胞密度は.椛益 1 A nに 旦ー低下した
後，収益21 11以降指数|地数的に.Wl)1した.消長 I[.，日から 6日目までのIl¥JI 
1M:ぷ化1:細川包常広は11"対数グラフ 1-.でほぼ内線的にlf'l)[1しており， このことは
その問[~，，1定化細胞のみかけの比増航迷政がー定であることをぶしている ， 1計:位
() 11 r 1には1，1lit化細胞は 6.3ト107cclls/cm3-BSPと非常に高い?宇;，'J..!tとなり，その







J;¥，公 1日[1から 6r J1までの消長初)01において，ほぼ指数関数的によ倍加した.
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Fig 6.6a， b.Time coursc of (a) glucosc concentration and (b) dissolved oxygen 
concentration (00) in pcrfusion culture 
一121
20 15 
Incubation time [d] 
10 5 
。。
Fig. 6 ふ Timc cαω()urses of th恥1犯cU山cn附S討itげy0ぱfimηru加nηmo】刈b凶iliz包e吋dceIJs (←= cらx苅'Xj)(.)， t出hc
Cωu叩』汀川Jmηm附1
t山hecu山Jm山 ti…1汀I附
total numbcr of ceUs within 1 cm3 BSP (←=cxぬρ，)(ο) inpcr白sionculture 
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J庁長oIf r 1以降|山ihi:化住細胞術院は飽和に述したが.県も!jタビ調1脳数と以磁iMlfJ 1 
細胞数は，それ以降も崎益E911Uまで指数関数的lこWI加している.J庁長 Iu 1
以降，架も'i死調11包数と累払iUl1I1知I)J包数はいずれも知数関数的なJfl)1をぶさなく
なったが，づ|き続き I~，l定化細胞の死減と漏 IHは起こっている . この結果， I~，IÆ 
化'1:.細胞官民，持:払タビ細胞数，および架部品，ijIB調1胞数の総不1である泌杭全細胞










おいてばらつきがあるものの， J庁長 !日riから o1 1までの1¥1.ほぽ・定で
あった.これに対し，細胞の必減と漏1を15')，むした1，1定化細胞の九の比明舵速
度は， Fig.6.7にみられるように，収益2n 1から71 r 1までのIJに念、激に低ト












2ト 6. Leakage o Growth (actuaり
• Growth (apparent) 
1.5 
25 
Fig. 6.7. Timc courscs of spccilc ratcs of actual growth (=μj) (0)， apparcnt 
growth (=μj，lP) (・)， death (= ko) (口)， and lcakagc (= kLi) (6.) of immobiJized 
ccUs in pcrfusion culture. Thcsc spccific rates are the averagcd values within 1 













0 5 10 15 20 
Incubation Time [d] 
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波浪;の低トがbj{仏|ではないものと忠われる.後にみるように (Fig.6.H参照)， 1，'，1 









6. 4. 4 保持粒子内の生細胞分布の推移
j砕流I氏益においてサンプリングした保持純子内のI~jl定化'k細胞を MTT をm~ 、
て染色し，粒子内の'1:.細胞の分布を観察した.染色した似持牧(-の断Iftiの顕微














9d i3 d 
"19 d 24 d -圃・圃圃・・圃
1 mm 






似域のUみは.('，;-FJ'lくなった(収益 19[] fl. 220μm.府公 24I"f卜1，240μm). 











た細胞の死滅 .~~IHを考雌した l，fil定化細胞のl\Y/ÝII[過程の解析を行なった. また，
Ml寸をJ:jlt、て1，';1主化生細胞を染色し，保持村f-内における住調1胞分布の推移を










持した.このことからまず， 1山|定化細胞の細胞内 LDH活性や MTI変換活性に




胞数の経 II，~変化をrrlu した.さらに，それらの純n!j変化から. '01 iJ:化細胞の北
減とihl1 ¥を))，}.むしたいlI化住細胞の点の比l(fIYI(述伎と，みかけの比l(lJli.生Jtと





は収益'1'ti~. に J~，'}JIlしたことから， [~i)定化II;Jm胞街度はみかけ J:明加していない
ものの，1，'，IJt化指1胞の.J:{帆I(は緋紙して起こっていることがわかった
胞の増殖を数学的に記述できるモデルを作成することにより. 1:来的規模のプ 参考文献
ロセスにおいて， 161定化細胞の f~'1S!i密度培長やバイオリアクターの什理的，没"'， I 1)年I(l.J修，iJ，小川述也， 1 1 31Ell:iι 安 IU公1I{1. 飢応信司，小林1，~.生物工学会
I弘通操作を%引していくことがJV持される 1 ，;ふ 71，165-170 (1993) 
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l よく行なうことができる.動物細胞の[10]定化政長はさらに. (1) 細胞が[~ÎJ定化担
体内に保持されるため物則的外)Jに ~j)jl、動物細胞を保護することができる， (2) 
バイオリアクターのAH|や操作ー の点でー 1'111肢が大きい，なと‘の利点をもっ.し
たがって. I，IH定化杭誌は，動物細胞のll-:'I:.するイfJiJ物質を工業的規快でIJ:，兆す








細胞をfI!体内に人為的に[，~，応化するいわゆる "act ivc" な附定化法と t (2)多孔t'J:
の11，体を用いて制1胞を自然に1M応化する "pas!'ivc"な)juととの人きく 2つに分け
られる.本研究はt (1) activc な I~il定化法として.アルギン般カルシウムゲル包
tl~"'，'ít化法について，また (2) passivcな川主主化法として，新たfこ1m発した， ポ
リビニルホルマール樹指多イLi1休を調n胞保持粒子としてHH、る川正化法につい







第 i苧:では，まず，ヒト ーマウスハイブリドーマ 4Hllを 1%アルギン椴カ
ルシウムゲル祈f.[-(こ包括悶定化しt Ifll? r'i培地と 11!~Ifl i，'j培地を使川して凶定化紺l
胞の，n，償I在住を行なった.その車内決，いずれの的地を使月}しでも，ゲル内の1"
細胞密度がい 107ccUs/cm3-gcl Nl立の高密l立地位が.if成できること，およびモ
ノクローナル抗体の比~ifÉ.i~U立か 1，'，1 定化により;彪科i されないことを!被:d、した.
次にt .i音益納1氏部から培地を緩やかに供給する Jtt~l~ lIvj型培益納 lこ，細胞をI}iji-E 
化したゲル利子を先制し，飢Ifli，'JJì~地を使川 した辿統指養をむなった . アルギ
ン椴カルシウムゲルは培長時11の粁過にともないゲル粒子の強位かしだいに小
さくなったが，膨~1( Jtlj 型培益布!?をJ1J~、ることによりゲル粒子が{技場iされること




マの比椴~~trlí 'J~j創立を測定し， 1，'，1 応化していない剤IJ胞の比酸ぷmï~速度との比
岐検，Hをむなった，I，tJiE化細胞の比政ぷ消印i卓j立は， I.sJiE化1"(後においてはい|
定化していない制胞のそれとI，ij等であったがt J訂をの経過とともによ科加するこ

















化され， 1げtmiffi!L振とうJi'j)i'のいずれにおいても牧子内で 1> l(f cls/cmJ-
BSP程度のI:31州立Jf益が特Mに法成で・きることをゆjらかにした.
1i¥1市ではt )氏怖から1I'tf主主de!il託することにより回定化+1，f本純子を緩やか
にWi環させるfl，frJ~ lf'; }型借金品1を)I]t、てt PVF樹脂多孔質体の細胞似持続子に1，';1
定化したミエローマの1Jt~Ifrl i，'i l;'i地をJI]いる1x:JVj収益を試み，バイオリアクター
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における同定化jr')~ 1をの nJ能111:を検H・j した . 調IIJJ包!践活aJI~'地'1 1 で・似品村 fを循環さ
せることにより調1胞を粒子lこ情机できたが1 1計主主初JUにおいては調1胞のi4t.ll¥が
許しく，細胞のグルコース消t'i述肢は.H.低ドした. しかしなから，椛益を縦
続すると.グルコース消背辿!えはlr刊日に転じ， H411細胞数も減少した .)j， 
剤1胞の嬬柿後数11¥)のみ前長村'lの 1::'t~で・バブリングにより.Ì1虫丸することで'i'(ft的










iFL・阪とうi古住をねない，[.'~).Ë化調11胞の MTT (3-( 4，S-dimcthylthiazol-之ヴり-2，5-
uiphcnyl tctrazolium bromidc)盆j典的性や細胞死にともない端地'1'に政:1¥される
乳般脱水素静ぷ(しDH) の活性をiJl'J~とする こ とにより，同定化調11胞の!{(/7ì(i .死滅
m1r)jの評価をhなった.固定化細胞は 1 j音公!jiltfiJtj初，静uV台公'1'の1，'，]定化し
ていない細胞と IIIJ 守;のみかけの比明航述肢で桁数 J~(1 911( した後， 1-3λ107 
ccls/cm3 -BS PのlJ，llk化住細胞街j止で飽和に注した，I，t;J定化細胞の死滅述肢は，
1，I;liE化細胞密i立の附加にともなって 1:日し 1 16定化細胞密度が飽和に述して以
降 I:'~l 叶立を維持した.また， 1針金1m始、可初 1 1，1定化/I=.細胞は， II.~ 1¥)の粁過とと
もに保持粒子のぷ1(Jj.i[傍へ集常化した， [，liJ 定化調II J出~，'f;l立が飽和に辻して以降，
'1:.細胞の存イ「する似域のfjみはほぼ ・定となったか1 '1:.細胞密!えのイミ均 化ーが
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起こることがわかった.
1467戸では，まず， PVF 樹脂多孔質体の制l}包~持牧子に l~iliË化したミエロー
マの振とう lì'~長を行ない1 [，Iil定化細胞の誕lIJ包l人'1LDH 比活性およひ MTT~換比
活性が，いずれも，'(flin ..l:育長'1 'の lJzlhi:化していない細胞の指数..I:~(17IitJU Jにおけるiti
111-.とほぼ[11守の1'(を維持していたことから 1 '.，Iit化細胞の調1胞内 LDH許可作や
MTT変換j月刊に)，kつ'く紺I山市j主:，'1; fdli il~の妥吋 111:を広jA:的に舵認した. 次に，調11
胞保持村r. flこIM~化したミエローマの河主流li'~:1去を行ない， li~定化制l胞およひi4b
!日制1胞の細胞内 LDH活性とJN公:1-.7";の LDHi，Tit'l:とを測定することにより， 1，'，1 


















にはr.業化に成功した例もみられるようになった イi川物質生庄のための動物 | 謝 辞
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